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RESUMO 
 
Introdução: Na atualidade o sobrepeso e a obesidade, induzidos pela 
dieta e pelo sedentarismo, são doenças muito prevalentes em vários 
países. Considerados uma epidemia mundial pela Organização Mundial 
da Saúde (OMS), são importantes fatores de risco para inúmeras 
afecções, entre elas as neoplasias colorretais. Estudos prévios sugerem 
que em portadores de obesidade ou sobrepeso há aumento da incidência 
desse tipo de neoplasia e a piora do prognóstico. Com a descoberta da 
grelina, em 1999, que é um hormônio orexígeno com potente ação sobre 
a liberação do hormônio do crescimento (GH) e atuação em diversos 
sistemas orgânicos, fisiológicos e na carcinogênese, desenvolveram-se 
diversas pesquisas para elucidar o seu papel e sua importância em todas 
essas funções. Recentemente, evidenciou-se aumento da expressão de 
grelina em amostras teciduais de neoplasias colorretais quando 
comparadas à tecidos colônicos normais. Objetivos: Investigar o 
impacto da dieta de cafeteria na expressão imuno-histoquímica retal da 
grelina e avaliar o tipo morfológico das células identificadas. Desenho 
do Estudo: Estudo analítico experimental do tipo corte transversal com 
intervenção. Método: Vinte e quatro ratos Wistar machos foram 
distribuídos em 4 subgrupos de 6 animais cada denominados: SGR1 
(ração e água) e SGC1 (dieta de cafeteria, ração e água) por um período 
de 30 dias; SGR2 (ração e água) e SGC2 (dieta de cafeteria, ração e 
água) por um período de 60 dias. O peso dos animais e do reto 
amputado, o número e o tipo de células imunorreativas à grelina foram 
registrados e comparados entre os subgrupos. Na análise estatística 
foram utilizados os testes ANOVA com correção de Bonferroni, qui 
quadrado, teste t pareado e teste t de Student. Resultados: Houve 
aumento significativo do peso corporal em todos os subgrupos (P 
0,001). O peso no dia da cirurgia foi significativamente maior na 
comparação do SGC2 com os demais subgrupos: SGR1 (P=0,003), 
SGC1 (P= 0,010) e SGR2 (P= 0,001).  
  
   
Não houve diferença na comparação da média do número absoluto de 
células imunorreativas (P= 0,685) e na comparação entre expressão e 
não expressão (P=0,330) entre os subgrupos, nem entre o peso final 
(P=0,993) e o peso retal (P= 0,230) com a imunoexpressão. Todas as 
células imunorreativas identificadas foram do tipo “fechado”. 
Conclusão: Os resultados do presente estudo não demonstraram 
influência da dieta de cafeteria sobre o número de células retais 
imunorreativas à grelina quando comparado aos controles nem aos dois 
períodos de ingesta e apenas células imunorreatoras do tipo “fechado” 
foram identificadas no reto de ratos Wistar. 






   
ABSTRACT 
 
Introduction: Obesity and overweight induced by diet and lifestyle are 
considered a global epidemic by the World Health Organization 
(WHO), especially in western countries. They are important risk factors 
for several conditions, including colorectal cancer. Obese and 
overweight patients have already demonstrated an increased incidence 
and worse prognosis associated with colorectal cancer. Since discovery 
of ghrelin in 1999, which is a potent orexigenic hormone and releaser of 
the growth hormone (GH) that has many physiologic functions, several 
studies began to elucidate its role and importance in several areas 
including carcinogenesis. Recently it was demonstrated an increase on 
tissue ghrelin expression in colorectal cancers samples. Objectives: To 
investigate the impact of cafeteria diet on ghrelin expression in rectal 
tissue and identify the morphologic cell type. Study Design: Analytical 
and experimental transversal study with intervention. Methods: 
Twenty-four male Wistar rats were divided into 4 subgroups of 6 
animals each: RCG1 (rat chow and water) and CAFG1 (cafeteria diet, 
rat chow and water) for a period of 30 days; RCG2 (rat chow and water) 
and CAFG2 (cafeteria diet, rat chow and water) for a period of 60 days. 
The animal and rectal weight, the number and the type of 
immunoreactive ghrelin cells were recorded and compared between the 
subgroups. ANOVA with Bonferroni correction, chi square, t student 
and paired t tests were applied. Results: There was a significant 
increase in body weight in all subgroups (P=0,001). The weight on the 
operation day was significantly higher in the CAFG2 in comparison 
with others subgroups: RCG1 (P=0,003), CAFG1 (P=0,010) and RCG2 
(P=0,001). There was no difference in the total of immunoreactive cells 
(P=0,685), presence or absence of ghrelin expression between the 
subgroups (P=0, 330), nor in the final weight (P= 0,993) and rectal 
weight (P=0,230) in comparison with imunoexpression. All the 
immunoreactive cells identified were closed-type. Conclusion: The 
present study showed no influence of cafeteria diet on the amount of 
immunoreactive rectal cells of ghrelin when compared to controls and  
   
with two periods of exposure. Only one type (closed-type) of 
immunoreactive cells was expressed in the rectum. 
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I. REFERENCIAL TEÓRICO 
 
1. INTRODUÇÃO 
1.1 Considerações Gerais 
 
Atualmente, a obesidade e o sobrepeso são uma epidemia e, como 
tal, um problema de saúde pública mundial, com suas prevalências 
aumentando constantemente tanto nos países desenvolvidos(1-4) quanto 
naqueles em desenvolvimento(5-6).  
A Organização Mundial de Saúde (OMS) alerta para o aumento 
do número de obesos, e relata que a obesidade no mundo duplicou desde 
1980. A classificação utilizada para graduação da doença tem como base 
o índice de massa corporal (IMC), que é calculado dividindo-se o peso 
em quilogramas pela altura em metros elevada ao quadrado. IMC maior 
que 25 significa sobrepeso, e IMC maior que 30, obesidade(7). 
Em 2008, 1,5 bilhão de adultos estava com sobrepeso, e um terço 
deles era obeso. Entre as crianças até o 5º ano de vida, 43 milhões 
encontravam-se com sobrepeso em 2010. A OMS estima que, em 2015, 
haverá mais de 700 milhões de pessoas com IMC acima de 30(7-8).  
As principais causas de obesidade são definidas pela OMS como: 
aumento da ingestão de alimentos com alta densidade energética, sal e 
açúcares, e com poucas vitaminas e minerais; e aumento do 
sedentarismo nas atividades laborais e de lazer, devido principalmente à 
urbanização e aos avanços tecnológicos(7). 
Nos últimos 40 anos, a prevalência de obesidade (IMC>30) nos 
Estados Unidos da América (EUA) cresceu de 13% para 30% e, 
atualmente, cerca de dois terços da população têm IMC maior que 25 (3, 
9). Um estudo populacional recente demonstrou que o percentual de 
obesidade (IMC>30), manteve-se estável em 35% na última década nos 
EUA(10). Dados europeus também confirmam valores de proporções 
epidêmicas nesse continente, onde 28% dos homens e 36% das mulheres 
são obesos, com estimativa de aumento dos valores até 2015(11-12).  
Apesar de o Brasil não possuir taxas tão elevadas de obesidade e 
sobrepeso, como às dos EUA, a tendência de aumento dessa doença 




adultos evidenciou aumento no percentual de obesos de 10,8% em 2006 
para 13,5% em 2009(5). Nota-se que a maior prevalência de obesidade e 
sobrepeso é registrada nas regiões mais desenvolvidas e nas classes 
sociais mais altas(13-14). 
Um importante estudo prospectivo de coorte realizado durante 16 
anos nos EUA, que acompanhou uma população com mais de 900.000 
indivíduos, constatou que o sobrepeso e a obesidade foram importantes 
fatores de risco para morte em pacientes com todo tipo de neoplasia e 
estimou que cerca de 90.000 mortes por câncer, tanto em homens quanto 
em mulheres, poderiam ser evitadas a cada ano caso esses indivíduos se 
mantivessem no peso normal(15). 
A obesidade é identificada como um importante fator de risco 
para o câncer colorretal (CCR) em vários trabalhos publicados na 
literatura mundial, os quais apontam para um aumento de até duas vezes 
o risco entre os obesos quando comparados aos não-obesos (16-20). 
Entre os sexos há algumas diferenças nessa influência, sendo maior 
entre homens e entre mulheres na pré-menopausa, e não significativa 
naquelas na pós-menopausa(17). 
Excluindo-se os cânceres de pele, essa é a terceira neoplasia mais 
prevalente nos EUA, sendo a segunda causa de morte por câncer 
naquele país(21). No Brasil também ocupa essa mesma posição em 
relação às outras neoplasias, onde, para 2012, estimam-se 30.140 novos 
casos(22). 
Uma meta-análise realizada em 2007 com 31 estudos 
prospectivos relacionando IMC e CCR encontrou forte associação entre 
obesidade e câncer colônico em ambos os sexos e associação com 
câncer retal em homens. Esse mesmo trabalho sugeriu envolvimento de 
fatores hormonais na gênese neoplásica, como insulina, fatores de 
crescimento insulina like, leptina e adiponectina, resultado que ainda 
necessita de mais investigações(23). Outra meta-análise, realizada no 
mesmo ano, que envolveu estudos de coorte, também encontrou um 
risco relativo aumentado para desenvolvimento de CCR em homens 
com sobrepeso e obesos, não sendo significativo nas mulheres(24). 
Apesar desses resultados, maiores investigações são necessárias para 
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esclarecimento do mecanismo fisiopatológico detalhado da participação 
da obesidade na carcinogênese colorretal. 
Um novo campo de pesquisa na área da oncogênese abriu-se com 
a descoberta da grelina(25), devido à sua influência nos fatores de 
crescimento celular, controle hormonal e regulação da fome, fato esse 
que está ligado diretamente ao ganho ponderal e à obesidade. 
Em 2004, Freeman publicou um capítulo sobre a possível 
influência hormonal na patogênese de cânceres esofágicos e intestinais. 
Leptina e grelina foram citadas como substâncias que poderiam atuar na 
carcinogênese dessas neoplasias, e que drogas usadas para 
emagrecimento teriam papel na indução do câncer(26). 
A expressão de receptores de grelina em neoplasias esofágicas, 
colorretais, gástricas e hepáticas foi demonstrada pela primeira vez por 
Wang et al. em 2007 (27), os quais sugeriram uma relação entre o nível 
de expressão e os fatores prognósticos, porém com a necessidade de 
mais pesquisas para esclarecer o verdadeiro valor dessa descoberta. 
Também em 2008, demonstrou-se, em tecidos de neoplasias colorretais 
humanas, maior expressão de um subtipo de receptor de grelina em 




1.2.1 Identificação e Estrutura 
A grelina é um hormônio que foi isolado no estômago de ratos e 
identificado por Kojima et al. em 1999(25), a qual apresenta várias 
ações sobre diversos sistemas orgânicos, estimulando a liberação do 
hormônio de crescimento (growth hormone, GH) (29). Sua 
denominação deriva da fusão de uma raiz protoindu-européia (ghre), 
que significa crescimento, com a palavra inglesa release, cujo 
significado é liberação. 
O hormônio do crescimento (GH) é secretado de maneira pulsátil 
na região anterior da glândula pituitária (adeno-hipófise), de forma a 
atuar no crescimento e diferenciação celular, no metabolismo dos 





Até a descoberta da grelina, em 1999, as vias estimulatórias de 
liberação do GH pelos somatotrofos localizados na adeno-hipófise eram 
sabidamente mediadas por dois tipos de hormônios: 
 
1. hormônio liberador do GH (GHRH): ligando-se a receptores 
denominados de GHRH-R e levando a um aumento nos níveis de AMPc 
(31-32); e 
 
2. secretagogos do GH (GHS): substâncias derivadas de opióides, 
sintetizadas em laboratório a partir de 1984(32-35), ligando-se a 
receptores denominados de GHS-R, que foram identificados por 
Howard et al. em 1996(36), que promovem aumento dos níveis 




Os GHS-R ficaram conhecidos então como “receptores órfãos”, 
pois possuíam apenas ligantes sintéticos sem um ligante endógeno 
caracterizado, até a purificação da grelina por Kojima et al.(25, 37). 
A via inibitória da liberação do GH na adeno-hipófise é mediada 
pela somatostatina, que atua sobre vários subtipos de receptores 
acoplados à proteína G com sete domínios transmembrana, conhecidos 
como receptores dos fatores inibidores da liberação de somatostaina 
(SRIF-R), promovendo a diminuição da concentração intracelular de 
cálcio [Ca
2+
]i e da atividade da adenilciclase(38). 
Pesquisas experimentais em ratos que utilizaram a estratégia do 
“receptor órfão” nos tecidos que sabidamente possuíam os GHS-R, 
como cérebro, hipófise e pâncreas, foram realizadas objetivando a 
identificação desse ligante natural endógeno, porém sem sucesso(39-
40). Entretanto, em 1999, Kojima et al., testando extratos de culturas 
teciduais de diversos órgãos de ratos como cérebro, pulmões, rins, 
estômago e intestino, em células que sabidamente expressavam esses 
GHS-Rs, mensuraram as mudanças na concentração intracelular de 
cálcio nessas células e encontraram uma maior atividade naqueles 
extratos derivados do estômago, conseguindo assim purificar e 
identificar a grelina após quatro etapas de cromatografia(25). 
33 
  
Trata-se de um peptídeo com estrutura composta de 28 
aminoácidos e uma modificação na posição serina
3 
induzida por um 
ácido n-octanoide. É o único caso conhecido de hormônio peptídeo 
modificado e ativado por ácido graxo que estimula a secreção de GH 
pela hipófise tanto in vivo quanto in vitro. Também se verificou a 
mesma modificação na posição serina
3
 na forma humana da grelina, que 





A produção desse peptídeo foi bem definida por estudos em 
humanos, ratos e outros mamíferos, e é realizada predominantemente no 
estômago nas células enteroendócrinas PD1 (humanos) e X/A-like 
(ratos) situadas na mucosa oxíntica desse órgão(41-43). Hayashida et 
al., utilizando método imuno-histoquímico, encontraram células 
produtoras de grelina no estômago fetal de ratos com 18 dias de 
gestação, o que sugere uma atuação no desenvolvimento neonatal(44). 
Sakata et al. demonstraram que a densidade de células produtoras de 
grelina no estômago de ratos aumenta após o nascimento, sendo 
levemente maior nas fêmeas do que nos machos(45), fato que também é 
notado quando se compararam os níveis plasmáticos do peptídeo entre 
humanos de ambos os sexos(46). 
Um segundo ligante endógeno para os GHS-Rs foi também 
purificado no estômago de ratos por Hosoda et al., em 2000, com as 
mesmas características estruturais da grelina, salvo deleção de uma 
glutamina (gln
14
). Esse peptídeo matinha a mesma propriedade de 
estimular a secreção GH e ficou conhecido como Rat des-Gln
14
-Ghrelin, 
por ser uma forma derivada da grelina já descrita(47). 
Em 2003 Hosoda et al. utilizaram extratos teciduais de estômagos 
humanos e, com técnicas de radioimunoensaio grelina-específicas, 
isolaram diferentes formas de peptídeos derivados da molécula 
precursora da grelina. Classificaram-nas em quatro grupos distintos, de 




em: não- acetilados, 
octanoacetilados (C8:0), decanoacetilados (C10:0) e decenoacetilados 
(C10:1); e em dois grupos, de acordo com o número de aminoácidos da 
molécula: 27 e 28. Todas essas formas foram encontradas tanto no 




daquela formada pela cadeia de 28 aminoácidos. A forma mais ativa do 
hormônio continuou sendo a composta de 28 aminoácidos e com a 
modificação n-octano na posição ser
3
(48). 
A enzima que é responsável pela acetilação da grelina foi 
identificada em 2008 e trata-se de uma enzima porcupine-like 
pertencente à superfamília das O-aciltranferases ligantes de membrana, 
e ficou denominada Ghrelin O-acyltransferase (GOAT)(49). Sua 
expressão foi detectada em inúmeros tecidos através de métodos de 
reação em cadeia da polimerase (PCR) e transcrição reversa, reforçando 
o conceito de sua ação parácrina local(50-51). 
As duas principais e mais abundantes moléculas de grelina, 
encontradas tanto no plasma quanto em vários tecidos de ratos através 
de técnicas de radioimunoensaio, são a forma acetilada n-octana, já 
citada anteriormente, e a não- acetilada, denominada des-acyl- grelina. 
A forma não- acetilada não produz ativação dos GHS-Rs, e até o 
momento não há definição sobre suas propriedades farmacológicas. O 
que se sabe é que a modificação na posição ser
3
 é indispensável para sua 
função(52).  
O principal fator regulatório da secreção da grelina é a 
alimentação. Demonstrou-se por técnicas de radioimunoensaio que os 
níveis plasmáticos aumentam em até duas vezes imediatamente antes 
das refeições e caem bruscamente após a primeira hora pós-
prandial(53). Os níveis glicêmicos também afetam diretamente a 
concentração sérica de grelina, que diminui após a administração oral ou 
venosa de glicose(54). 
Alterações nas concentrações plasmáticas de grelina são notadas 
ainda em distúrbios psiquiátricos como anorexia nervosa e bulimia, 
quando os níveis estão aumentados(55-56), e em pacientes com intestino 
curto ou naqueles que utilizam anorexígenos orais, quando há supressão 
da concentração sérica de grelina(57). A distensão gástrica mecânica por 
si só não alterou a concentração de grelina circulante em ratos, mas a 
ingestão de alimentos com alto teor de gorduras está relacionada a níveis 
reduzidos do hormônio(58). 
De forma geral a concentração plasmática da grelina é maior em 
pessoas magras quando comparado às obesas(59-60) e também é 
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influenciada pelo ritmo circadiano, aumentando durante a noite e 
retornando a níveis basais pela manhã(61). 
 
1.2.2 Distribuição da Grelina 
A maior fonte produtora de grelina sérica é o trato gastrointestinal 
(TGI), sendo o estômago o maior produtor, seguido do intestino 
delgado(62). Utilizando-se métodos imuno-histoquímicos e de 
hibridização in situ, células produtoras de grelina foram identificadas na 
camada mucosa do corpo gástrico, duodeno, íleo, ceco e cólon, em 
diferentes níveis de expressão(63-64). Também se encontraram dois 
tipos morfologicamente distintos de células, “abertas” e “fechadas”, sem 
diferenças imunorreativas, mas com distribuição diferente ao longo dos 
segmentos, diminuindo drasticamente a densidade das do tipo 
“fechadas” à medida que se progride em direção distal do TGI(65). No 
estômago, há apenas células do tipo fechado, enquanto nos demais 
segmentos existem os dois tipos(65). 
Acredita-se que as células do tipo aberto são reguladas por 
informações intraluminais, como nutrientes e pH, e as tipo do fechado, 
por estimulação neuronal, hormonal ou distensão mecânica. Também 
não há consenso na literatura se são as mesmas células em estágios 
diferentes de desenvolvimento ou se realmente são dois tipos 
morfofisiológicos distintos(66). 
Estudos realizados em humanos e ratos submetidos a 
gastrectomia mostraram diminuição de 65% dos níveis plasmáticos do 
hormônio naqueles humanos gastrectomizados(62), e de 80% entre os 
ratos(43), confirmando a hipótese de que o estômago é a maior fonte 
produtora de grelina circulante. Em estudo experimental recentemente 
realizado em nosso meio, a técnica de sleeve, que é na atualidade 
largamente utilizada para cirurgia da obesidade mórbida em humanos, 
também não promoveu aumento compensatório da expressão das células 
de grelina no duodeno(67). 
Ainda, em humanos e ratos, células produtoras de grelina foram 
encontradas nas células α- periféricas das ilhotas pancreáticas, atuando 




Outros tecidos também possuem células produtoras de grelina e 
GHS-Rs em diferentes quantidades, como cérebro, rins, placenta e 
células germinativas, entre outros(40, 63), sugerindo grande abrangência 
de atuação dessa substância. 
Recentemente demonstrou-se a existência de células produtoras 
de grelina no epitélio glandular do cólon e reto de ratos Wistar com 60 
dias de vida. Também foram isoladas, no mesmo estudo, as formas não- 
acetiladas e acetiladas do hormônio nesses tecidos, com predominância 
da primeira em relação à segunda(69). Em humanos, também se 
detectaram receptores e células produtoras de grelina em colonócitos 
normais e neoplásicos, confirmando sua existência nesses segmentos do 
TGI(28). 
 
1.2.3 Características Fisiológicas 
A grelina é um hormônio com várias funções fisiológicas, entre 
as quais a principal é a liberação da secreção de GH, sendo esse 
estímulo duas a três vezes mais forte e efetivo que o produzido pelo 
GHRH(25). 
Ela é o único peptídeo orexígeno bem definido até o momento 
que atua diretamente sobre o hipotálamo em neurônios no núcleo 
arqueado, estimulando o apetite e a ingestão alimentar. Em 2000, 
Nakazato et al. demonstraram que injeções intracerebroventriculares de 
grelina aumentaram a ingestão alimentar e o ganho ponderal em 
ratos(70-71). A administração periférica desse peptídeo também exerce 
efeitos sobre neurônios hipotalâmicos ao nível central, ao contrário do 
que ocorre com outros peptídeos administrados pela mesma via. Isso 
ocorre devido à transmissão via nervo vago, onde também foram 
encontrados receptores de grelina(72-73). 
Suas outras ações abrangem o sistema cardiovascular, 
aumentando o débito cardíaco e diminuindo a pressão arterial(74-75), e 
o sistema endócrino, atuando sobre o pâncreas, aumentando a glicemia, 
muito embora haja discordâncias entre vários pesquisadores com relação 
à regulação de secreção insulínica, tanto em modelos animais quanto em 
humanos, a ponto de serem necessárias pesquisas futuras(68, 76-78). 
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Efeitos sobre a motilidade gástrica já são definidos como o 
aumento da secreção ácida, do esvaziamento gástrico e do turnover das 
células na mucosa(72, 79-80). 
Também foram isolados e identificados com imuno-histoquímica 
e PCR a grelina e seus receptores (GHS-Rs) tipo 1a nos osteoblastos de 
ratos, ocorrendo aumento na diferenciação desses osteoblastos e da 
densidade mineral óssea após estimulação com o hormônio(81). 
Estudo populacional recente em crianças obesas e não- obesas 
mostrou diferenças nos níveis das duas formas da grelina entre os 
grupos quando comparados à pré- puberdade e puberdade, o que 
fortemente sugere atuação nas funções metabólicas durante o 
desenvolvimento infantil(82). 
Recentemente, também se evidenciou grelina e seus receptores 
em neutrófilos, linfócitos e macrófagos, sugerindo envolvimento na 
imunomodulação(83). Trabalhos experimentais conseguiram demonstrar 
efeitos anti-inflamatórios e antifibróticos da grelina mediante a  
modulação na secreção de citocinas, que atuam na cascata da 
inflamação, estimulando uma nova linha de pesquisa para tratamento de 
doenças autoimunes, respiratórias, hepáticas e inflamatórias 
intestinais(84-88). 
Todas essas ações e efeitos abrem um grande horizonte para 
aplicação clínica e prática da grelina sobre doenças gastrointestinais, 
cardiovasculares, osteoporose, distúrbios alimentares, do crescimento, 
envelhecimento e estados consumptivos, entre outros. 
 
1.2.4 Tipos de Receptores 
Os receptores de grelina (GHS-R) pertencem à superfamília dos 
receptores com sete domínios  transmembrana acoplados à proteína G e 
são divididos em dois tipos principais, denominados GHS-R 1a e GHS-
R 1b(36). O tipo 1a é ativo e responsável pelas funções biológicas, 
enquanto o 1b não tem efeitos comprovados ainda. Vários estudos já 
demonstraram a expressão do RNA mensageiro desses receptores em 
inúmeros tecidos como sistema nervoso central, trato gastrointestinal, 




músculos, tecido adiposo, entre outros, sugerindo atuação diversificada 
em muitas funções orgânicas(63, 89). 
 
1.2.5  Grelina e Câncer 
Atualmente, existe forte evidência na literatura mundial de que a 
grelina por meio de mecanismos autócrinos ou parácrinos, atua em 
processos relacionados às etapas da progressão do câncer, como 
proliferação, migração e invasão celular, e apoptose(90-92). 
Em tumores hormônio-dependentes, como os prostáticos, foi 
demonstrado que a grelina estimula o crescimento das células 
cancerosas in vitro, ativando a via da enzima proteína quinase 
mitogênica ativada (MAPK). Também foi evidenciada maior expressão 
das formas acetiladas e não- acetiladas nos tecidos tumorais quando 
comparados aos tecidos prostáticos normais(93). Na mama, esse 
comportamento in vitro também ocorre e, curiosamente, há uma 
expressão muito mais elevada da forma não- acetilada e dos receptores 
GHS-R tipo 1b nos tecidos neoplásicos mamários, sugerindo que eles 
possam servir como fatores diagnósticos ou prognósticos futuros e até 
mesmo alvo para bloqueios medicamentosos(94). Da mesma forma, no 
câncer endometrial, há aumento demonstrado da proliferação celular in 
vitro, e o grau de diferenciação celular tumoral está relacionado com os 
níveis de expressão tissular da grelina e seus receptores(91). 
Apesar dessas evidências, ainda há controvérsias sobre o papel da 
grelina na estimulação do crescimento tumoral, pois em certos tipos de 
linhagem tumoral, tratados com esse peptídeo, como tumores foliculares 
de tireoide, carcinomas epidermoides e de pequenas células pulmonares, 
a proliferação celular não é afetada e até mesmo inibida, como no caso 
dos primeiros(95-97).  
A migração e a invasão celulares são outras etapas da 
carcinogênese que também sofrem interferência desse hormônio, como 
foi demonstrado em alguns tipos de cânceres do sistema nervoso 
central(98) e pancreático(99), havendo em determinados casos, como 
nos astrocitomas, uma mediação dose- dependente(98). O incremento 
dessas ações dá-se pela interferência da grelina na via da Fosfoinositol-
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3-quinase/AKT, responsável pelo aumento da mobilidade e invasão 
celular(99). 
Atualmente, poucos estudos têm investigado a relação entre 
grelina e apoptose no câncer. Estes apresentam resultados conflitantes 
com relação a seus efeitos apoptóticos e antiapoptóticos. No câncer 
endometrial, Fung et al. demonstraram efeito protetor em células 
tratadas com agente indutor de apoptose(91); já em tumores pulmonares 
de pequenas células e prostáticos foi demonstrada ação pró- 
apoptótica(97, 100). 
Especificamente no CCR, demonstrou-se por He et al., em 2011, 
que células humanas tumorais tratadas com grelina exibiram resistência 
à apoptose induzida pelo 5-fluoracil (quimioterápico largamente 
utilizado na terapia neoadjuvante e adjuvante desse tipo de tumor), 
quando comparadas àquelas não expostas à solução desse peptídeo in 
vitro, sugerindo um importante papel na quimiorresistência e 
sensibilidade a essa droga nesses casos(101). 
 
 1.2.6 Grelina no Câncer Gastrointestinal e Colorretal 
A expressão e a distribuição de GHS-Rs e grelina em cânceres do 
TGI foram demonstradas pela primeira vez em 2007 por Wang et 
al.(27),que, utilizando técnicas de microarranjo (microarray) e imuno-
histoquímica, identificaram essas substâncias nas amostras de tecidos 
neoplásicos humanos em diferentes sítios, como esôfago, cólon, reto e 
fígado. O principal local de expressão foi o citoplasma das células 
epiteliais. Tumores esofágicos e gástricos apresentaram maior expressão 
do que os colorretais e hepáticos. Em todos os casos, a expressão foi 
maior nos tecidos neoplásicos quando comparados aos tecidos normais 
do mesmo segmento(27). 
Da mesma maneira, ainda em 2007(102), Huang et al. 
demonstraram que os níveis plasmáticos de grelina circulante não 
aumentavam significativamente em pacientes caquéticos portadores de 
tumores gástricos e colorretais, resultado que não era similar aos 
encontrados na caquexia induzida por outras doenças ou em indivíduos 




de produção desse hormônio e aventando a possibilidade de tratamentos 
que utilizassem grelina exógena nessas situações. 
Níveis de grelina circulantes foram mensurados em pacientes 
saudáveis e em portadores de neoplasias colorretais, fazendo-se 
correlação com estágio tumoral, infecção por Helicobacter pylori e 
IMC.  Os níveis do peptídeo foram menores entre os doentes quando 
comparados aos hígidos, porém não houve diferença significativa nas 
variáveis analisadas entre os grupos(103).  
Waseem et al. conduziram um estudo com o objetivo de 
determinar o papel da produção endógena de grelina e da expressão de 
seus subtipos de receptores na progressão do CCR, comparando células 
malignas com células normais(28). Eles demonstraram por imuno-
histoquímica que os tecidos malignos colorretais exibiram maior 
expressão de grelina de maneira estágio- dependente quando 
comparados aos controles. Da mesma forma, utilizaram técnicas de PCR 
e Western Blot para análise dos GHS-Rs e constataram uma drástica 
diminuição na expressão tecidual nos do tipo 1a e um significativo 
aumento nos do tipo 1b na comparação entre os grupos, sugerindo outra 
via de regulação na gênese desses tumores, não identificada até a 
atualidade. 
Outro dado importante desse estudo foram os altos níveis 
plasmáticos de grelina encontrados nos pacientes obesos portadores de 
CCR (82%) quando comparados aos obesos sadios, sugerindo 
importância do eixo grelina/GHS-R no desenvolvimento do CCR em 
obesos(28). 
 
1.3 Obesidade e Câncer Colorretal 
Dados epidemiológicos das últimas décadas sugerem uma forte e 
crescente associação entre a obesidade e o CCR. Esses achados são mais 
evidentes em áreas onde há uma alta taxa de industrialização e, 
consequentemente, maior percentual de pessoas obesas, diferindo 
daqueles países com economia baseada em atividades não- 
industriais(104-105). 
Dados obtidos de modelos experimentais animais também 
indicam que a diminuição da ingesta calórica influencia diretamente a 
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carcinogênese colorretal, diminuindo a proliferação celular colônica em 
ratos, o que sugere um efeito protetor no epitélio(106). 
Uma meta- análise realizada em 2007, que avaliou 15 estudos de 
coorte realizados nos EUA, Austrália, Canadá, Japão, Áustria e Europa, 
relacionando IMC, circunferência abdominal e relação cintura-quadril 
com o risco de CCR, concluiu que os indivíduos obesos e com 
sobrepeso possuíam maior risco de desenvolver esse tipo de neoplasia. 
Esse achado foi mais significante em homens: a média geral do risco 
relativo nesses estudos foi de 1,59 nos homens e 1,22 nas mulheres(24). 
Ainda em 2007, outra meta- análise que analisou 31 estudos 
prospectivos realizados em um período de 41 anos também encontrou 
aumento do risco de câncer colônico para homens e mulheres 
diretamente proporcional ao IMC, à circunferência abdominal e à 
relação cintura-quadril. Com relação ao câncer retal, essa associação não 
apresentou significância estatística em indivíduos do sexo feminino(23). 
Recentemente, um estudo de coorte prospectivo realizado na 
Noruega e publicado em 2010, que acompanhou 76.000 indivíduos de 
ambos os sexos por um período de 14 anos e que avaliou IMC e o risco 
de neoplasia colônica, constatou que um aumento no peso de 10 
quilogramas  em homens que já apresentavam sobrepeso resultou em 
maior risco para esse grupo (RR 2,09), não tendo a mesma significância 
entre as mulheres(107). No Japão, uma análise de oitos importantes 
estudos populacionais com mais de 300.000 indivíduos publicada em 
2012 também concluiu que há uma alta associação entre o IMC e o 
CCR, principalmente nos homens, sendo mais significativa em 
neoplasias do cólon proximal(108). 
Os mecanismos pelos quais a obesidade está relacionada ao CCR 
ainda não estão bem estabelecidos. Vários fatores têm sido estudados 
para tentar explicar a indução da formação desse tipo de câncer. Entre 
elas se destacam os fatores de crescimento, a resistência periférica à 
insulina e a inflamação crônica(109).  
Foi demonstrado que pacientes diabéticos tipo 2 tem risco três 
vezes maior de desenvolver CCR do que os não- diabéticos. Tal fato 
deve-se à resistência aumentada à insulina e às altas concentrações 




classicamente não seriam alvo, como o cólon, começam a expressar seus 
receptores e a sofrer efeitos que incluiriam aumento na proliferação 
celular local(110-112). 
A obesidade é um estado de inflamação crônica induzido por 
altos níveis circulantes de glicose, grande produção e armazenamento de 
lipídios, o que cria um ambiente oxidativo pró-inflamatório, o qual, por 
sua vez, interfere em diversos níveis e sistemas orgânicos, promovendo 
alterações em seus receptores e citocinas(113-114). Para exemplificar, 
quando se compara o tecido adiposo de indivíduos magros e obesos, os 
últimos expressam maiores níveis de TNF-α, IL-6 e Proteína C 
reativa(115). Todas essas evidências levam a crer que esse estado 
inflamatório crônico promova a formação do câncer, assim como 
acontece sabidamente nas doenças intestinais inflamatórias. Entretanto, 
novos estudos são necessários com a finalidade de estabelecer- se o 
nexo causal e elucidar os mecanismos fisiopatológicos da carcinogênese 
colorretal secundária ao processo inflamatório crônico relacionado à 
obesidade. 
 
1.4 Dieta de Cafeteria (DC) 
É um modelo de dieta utilizado em pesquisas experimentais com 
ratos que induz a síndrome metabólica, o ganho de peso, as disfunções 
múltiplas de órgãos e as doenças causadas pela obesidade. Trata-se de 
uma dieta em que os animais tem acesso ad libitum a alimentos 
humanos com alta densidade energética e saborosos, como chocolates, 
bacon, bolachas recheadas, refrigerantes, entre outros, juntamente com 
água e ração(116). 
Esse mesmo regime alimentar foi utilizado em nosso meio por 
Colombo et al., em estudo experimental com ratos Wistar alimentados 
por um período de 35 dias na pesquisa do efeito sobre resistência 
periférica à insulina e sobre níveis plasmáticos de adiponectina e 
grelina, onde houve significante ganho de peso no grupo submetido à 
esse tipo de dieta quando comparado ao grupo controle(117). 
Em outro estudo recente, que comparou a DC com diferentes 
estilos de dietas indutoras de obesidade em ratos Wistar, ela foi 
considerada o melhor método para reproduzir as tendências atuais da 
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obesidade humana(118). É uma dieta que reflete com maior veracidade 
a variação de alimentos palatáveis com alta densidade calórica 
existentes na sociedade ocidental e que estão associados à pandemia de 
obesidade da atualidade(118). 
Esse tipo de dieta promove uma hiperfagia voluntária, que resulta 
em rápido ganho de peso e causa efeitos clínicos e histológicos que 
incluem esteatose e inflamação hepática, com aumento da infiltração de 
macrófagos perivasculares, hiperglicemia, aumento da resistência 
periférica à insulina pela disfunção nas ilhotas pancreáticas, aumento do 
tecido adiposo subcutâneo e visceral, e alteração na função cardíaca pelo 
depósito de colágeno nos miofilamentos miocárdicos(118-120). 
Demonstrou-se por Rodriguez et al. que ratos Wistar submetidos 
a esse tipo de regime durante duas semanas já apresentaram alteração 
estatisticamente significante nos depósitos de gordura branca e marrom, 
no peso corporal e no perfil lipídico plasmático(121). 
Recentemente, com métodos imuno-histoquímicos e de 
radioimunoensaio, comparou-se a expressão tecidual (urogenital, pele, 
sistema cárdiorrespiratório, sistema imune, sistema nervoso central, etc.) 
e os níveis plasmáticos de grelina em ratos Wistar, sob o regime de DC 
e regime standard durante 12 semanas, quando se constatou diminuição 
tanto plasmática quanto tecidual no grupo alimentado com DC(122). No 
trato gastrointestinal também houve influência da dieta de cafeteria na 
expressão tecidual da grelina em ratos Wistar quando comparados aos 
controles, fortalecendo a hipótese da influência da alimentação sobre o 











2.  JUSTIFICATIVA 
Apesar de ser um dos tipos de neoplasias mais bem estudados e 
geneticamente definidos da atualidade, o CCR ainda se mantém como 
uma doença muito prevalente e com significativa morbidade e 
mortalidade em todo o mundo. Esse tumor também influi de maneira 
importante nos orçamentos governamentais com gastos em terapia 
adjuvante, neoadjuvante, tratamentos cirúrgicos, internações 
hospitalares, esquemas de rastreamento e afastamento do trabalho. Sua 
incidência vem aumentando em todas as sociedades do globo 
juntamente com a obesidade e o sobrepeso, que se tornaram uma 
pandemia mundial e um grave problema de saúde pública. 
A relação entre obesidade e CCR já foi demonstrada 
exaustivamente na literatura mundial, inclusive sendo ela fator de 
complicações pós-operatórias e de mau prognóstico. Essa associação 
pode ser relacionada ao sedentarismo, ao tipo de dieta e aos hábitos de 
vida da população, principalmente do mundo ocidental, que estão 
baseadas na ingestão de alimentos com grandes quantidades de gorduras 
e calorias. 
Com a descoberta da grelina que é um hormônio orexígeno 
potente e atua principalmente na regulação da ingestão alimentar, vários 
trabalhos foram publicados demonstrando sua influência nos estados 
hiperfágicos, metabólicos e na caquexia induzida por câncer. Também 
se demonstrou influência ou algum tipo de expressão desse peptídeo 
relacionado à carcinogênese de vários tipos de câncer, entre eles o CCR. 
Atualmente, especula-se que a grelina possa servir de marcador 
ou mesmo alvo para terapias futuras visando ao tratamento e ao controle 
dessas neoplasias. Apesar dos avanços recentes, poucos autores 
dedicaram-se a investigar a relação entre a obesidade induzida pela dieta 
e a expressão colorretal de grelina. Esse tipo de estudo pode servir como 
ponto de partida para novas pesquisas com o objetivo de detalhar a 










 Avaliar a expressão imuno-histoquímica do número de células 




 Verificar a influência da dieta de cafeteria sobre a expressão 
imuno-histoquímica do número de células de grelina no reto de 
ratos Wistar. 
 
 Comparar a expressão imuno-histoquímica do número de 
células de grelina no reto de ratos Wistar nos subgrupos 
submetidos à dieta de cafeteria durante 30 e 60 dias. 
 
 Determinar e comparar o tipo morfológico de célula 















1. DELINEAMENTO DO ESTUDO 
É um estudo analítico experimental, do tipo corte transversal, 
com intervenção em animais, desenvolvido no Laboratório da Disciplina 
de Técnica Operatória e Cirurgia Experimental (TOCE) da Universidade 
Federal de Santa Catarina (UFSC) em conjunto com o Serviço de 
Anatomia Patológica (SAP) do Hospital Universitário da UFSC (HU-
UFSC). 
2. AMOSTRA 
Foram estudados 24 ratos (Rattus norvegicus albinus) da 
linhagem Wistar, adultos, machos, com 60 dias de vida e com peso 
médio variando entre 250 g e 300 g. Os animais eram originários do 
biotério central da UFSC e foram alojados em grupos de 3 em gaiolas 
forradas com maravalha, próprias para o tamanho, número e espécie. Os 
ratos permaneceram sob-regime de adaptação no laboratório da 
Toce/UFSC durante um período prévio de 7 dias. 
Durante todo o experimento foram submetidos aos níveis de 
ruído, luz e temperatura ambientes, e definiu-se o ciclo dia e noite com 
fotoperíodo de 12 horas. (123).  
Os animais foram pesados semanalmente no mesmo dia e período 
e também no pré-operatório imediato, com balança digital Precision PR 
1000 (Núcleo Equipamentos Ltda., São Paulo, Brasil, número de série 
2421). 
A distribuição da amostra foi realizada de maneira aleatória, por 
sorteio simples, em quatro subgrupos distintos, com identificação e 









a) Subgrupo Cafeteria 1 (SGC1) 
Formado pelos animais numerados e codificados de 1 a 6, este 
subgrupo recebeu dieta de cafeteria, ração e água ad libitum durante 30 
dias. Após esse período, foram mantidos em jejum de 8 horas, sendo 
posteriormente anestesiados e submetidos ao procedimento cirúrgico. 
Na sequência, foram submetidos à morte indolor assistida.  
b) Subgrupo Ração 1 (SGR1) 
Formado pelos animais numerados e codificados de 7 a 12, este 
subgrupo recebeu dieta balanceada (ração específica para a espécie) e 
água ad libitum durante 30 dias. Após esse período, foram mantidos em 
jejum de 8 horas, sendo posteriormente anestesiados e submetidos ao 
procedimento cirúrgico. Na sequência, foram submetidos à morte 
indolor assistida.  
c) Subgrupo Cafeteria 2 (SGC2) 
Formado pelos animais numerados e codificados de 13 a 18, este 
subgrupo recebeu dieta de cafeteria, ração e água ad libitum durante 60 
dias. Após esse período, foram mantidos em jejum de 8 horas, sendo 
posteriormente anestesiados e submetidos ao procedimento cirúrgico. 
Na sequência, foram submetidos à morte indolor assistida.  
d) Subgrupo Ração 2 (SGR2) 
Formado pelos animais numerados e codificados de 19 a 24, este 
subgrupo recebeu dieta balanceada (ração específica para espécie) e 
água ad libitum durante 60 dias. Após esse período, foram mantidos em 
jejum de 8 horas, sendo posteriormente anestesiados e submetidos ao 
procedimento cirúrgico. Na sequência, foram submetidos à morte 







Figura 1- Organograma da divisão da amostra em subgrupos. 
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Figura 2- Esquema mostrando o período de alimentação (dias) de cada 
subgrupo. 
 
3. ASPECTOS ÉTICOS 
O experimento foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de 
Animais da UFSC em 11 de maio de 2011 sob o protocolo PP00591 e 
processo nº 23080.009228/2011-89. Também obteve aprovação da 
Direção Geral do HU-UFSC e do Departamento de Cirurgia do HU-
UFSC (Anexos A e B). 
4. INTERVENÇÕES 
4.1 Dieta de Cafeteria 
Trata-se de uma dieta hipercalórica, altamente palatável e 
indutora de obesidade exógena administrada ad libitum juntamente com 
água e ração específica para a espécie, nos subgrupos denominados 
Cafeteria. Sua composição obedeceu à proporção de 45% de 
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a) alimentos sólidos: chocolates, balas de leite, biscoitos 
recheados, pão, bacon cru, salame, presunto cozido, queijo, 
amendoim não torrado. 
b) líquidos: refrigerantes. 
4.2 Dieta Balanceada (Ração) 
A ração utilizada foi Nuvilab Cr-1®, específica para ratos e 
camundongos, composta de proteína bruta entre 22% e 22,5%, lipídeos 
entre 4,4% e 4,6%, e carboidratos de 53% a 55%, administrada ad 
libitum para todos os subgrupos. 
4.3. Procedimento Anestésico 
No pré-anestésico foi administrada, por via subcutânea, em cada 
animal, uma dose de atropina equivalente a 0,05 mg/kg de peso com o 
objetivo de minimizar efeito colateral (sialorreia) das drogas 
anestésicas(123). 
A indução e a manutenção anestésicas foram realizadas com 
solução de quetamina 75 mg/kg associada à xilazina 10 mg/kg, 
administrada por via intramuscular na face interna de uma das patas 
traseiras(123). 
O efeito anestésico foi avaliado pela ausência de reflexo 
corneopalpebral e de reação motora após preensão do coxim adiposo de 
uma pata dianteira, com pinça.  
Após a confirmação da indução anestésica, os animais foram 
identificados e pesados na balança digital Precision PR 1000 (Núcleo 
Equipamentos Ltda., São Paulo, Brasil, número de série 2421). 
 
4.4. Procedimento Cirúrgico (Amputação do Reto) 
1º. Depois de anestesiados, os animais foram posicionados em 
decúbito dorsal, com os membros torácicos e pelvianos fixados 
em extensão. Realizou-se tricotomia abdominal e antissepsia 
local com solução de iodopovidona tópica a 10%. 
2º. Realizou-se incisão mediana inferiormente, com 4 cm de 





3º. Foi feita a introdução via retal de cateter de oxigênio nº 8 (CPL 
Medical’s Ltda., São Paulo, Brasil), previamente marcado em 3 
cm de comprimento, para identificação e delimitação do nível 
de secção superior do reto (Figuras 3 e 4). 
4º. Procedeu-se à dissecção dos órgãos e músculos pélvicos, com 
secção da sínfise púbica e identificação do reto na pelve com a 
sonda no interior de sua luz(124) (Figura 5). 
5º. Foi realizada dissecção pélvica do reto em direção ao ânus, 
tendo como nível inferior da amputação a margem anal e como 
nível superior a extremidade do cateter endoluminal 
previamente introduzido por via retal(124) (Figura 6). 
6º. Fez-se a marcação da parede anterior do reto com fio 
mononylon 3.0 (Ethicon, São Paulo, Brasil).  
7º. Fechou-se a cavidade abdominal com fio mononylon 2.0 
(Ethicon, São Paulo, Brasil). 
8º. Induziu-se a morte indolor assistida dos animais. 
9º. Realizou-se a pesagem do segmento retal ressecado em balança 
digital de alta precisão Precison PR 1000 (Núcleo 
Equipamentos Ltda., São Paulo, Brasil, número de série 2421) 
10º.  Foi feito o acondicionamento das peças em frascos com 
formalina a 10% tamponada (pH 7,2), que receberam a mesma 






Figura 3- Marcação da sonda retal 
 
Figura 4- Cateterização retal com a sonda 





Figura 5- Dissecção pélvica e isolamento do reto 
   
 





  4.5. Morte Indolor Assistida  
Utilizou-se para a execução da morte indolor assistida a solução 
de quetamina 300 mg/kg associada à xilasina 30 mg/kg, administrada 
por via intramuscular. A indicação da morte foi realizada pela 
constatação de ausência de batimentos cardíacos, movimentos 
respiratórios e reflexos, sendo confirmada por sangria antes da 
inutilização dos cadáveres(123). 
5. Preparação para o Estudo Imuno-histoquímico 
5.1. Etapas da Preparação Macroscópica e Processamento 
Histológico 
Os 24 segmentos retais amputados e codificados foram enviados 
para o SAP do HU/UFSC e avaliados ao final da preparação técnica por 
dois médicos patologistas experientes, independentes, que 
desconheciam a qual subgrupo pertenciam as peças. 
Na primeira etapa da preparação macroscópica realizou-se 
tatuagem da camada serosa do órgão com tinta nanquim, com o objetivo 
de identificar os segmentos distal (azul) e proximal (verde) da peça 











Figura 8- Reto amputado tatuado com nanquim 
Após a tatuagem, as peças foram posicionadas no sentido 
craniocaudal e submetidas a um corte longitudinal na parede anterior 
com 2 mm de espessura para o processamento histológico realizado em 
aparelho histotécnico (Lupetec, modelo PT09, São Paulo, Brasil, 









Na sequência, os fragmentos foram incluídos em blocos de 
parafina e numerados de 1 a 24, de acordo com a codificação enviada 
pelo pesquisador. Depois, congelados e submetidos a cortes 
microscópicos com espessura de 2 µm em micrótomo rotativo 
semiautomático (Jung  Multicult, Leica, modelo 2040, Alemanha, 
número de série 01081119) (Figura 10). 
 
Figura 9- Desenho esquemático demonstrando o corte 






Figura 10. Corte do reto tatuado e emblocado em parafina 
A partir desses cortes microscópicos foram confeccionadas uma 
lâmina não silanizada (HDA , nº 7105, Huida, China), para coloração de 
hematoxilina-eosina (HE), e três lâminas silanizadas (HDA, nº 
HDAS003, Huida, China) para análise imuno-histoquímica. 
As lâminas em HE foram confeccionadas com o objetivo de 
avaliar e definir a adequabilidade do material incluído. Após essa 
análise, as lâminas silanizadas foram liberadas para realização do 
método imuno-histoquímico. 
 
5.2. Método Imunohistoquímico de Contagem Celular 
A expressão da proteína grelina no reto dos ratos da linhagem 
Wistar foi avaliada pela técnica imuno-histoquímica com o método 
estreptoavidina-biotina-peroxidase (Labelled Streptavidin Biotin – 
LSAB)(125). Os cortes foram montados sobre lâminas silanizadas 
tratadas com 3-Aminopropyl-triethoxy-silane (HDA, nº HDAS003, 
Huida, China).  
Após a fixação em estufa a 50
°C
 por 1 hora, os cortes foram 
desparafinados em xilol e hidratados por passagens sucessivas em etanol 
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com concentrações decrescentes. Na sequência realizou-se o bloqueio da 
peroxidase endógena, para evitar reações inespecíficas falso-positivas, 
com solução de peróxido de hidrogênio a 3% em metanol absoluto por 
20 minutos. Depois foram lavados com tampão salina-fosfato pH 7,2 
(PBS, Laborclin, Pinhais, Paraná, Brasil) e com água destilada. 
Posteriormente, induziu-se a reativação antigênica em tampão citrato pH 
6,0, em banho-maria a 95-98
°C
 durante 40 minutos. Após essas etapas, 
as lâminas foram mantidas em temperatura ambiente durante 30 
minutos, lavadas com tampão PBS e, em seguida, promoveu-se bloqueio 
de reação inespecífica com a solução comercial Ultra V Block (Thermo 
Scientific,CA, EUA) por 5 minutos.   
O anticorpo monoclonal anti-grelina (Phoenix Pharmaceuticals, 
CA, EUA), diluído a 1:10.000, foi adicionado aos cortes teciduais, e as 
lâminas foram mantidas em câmara úmida a 8
°C
 por 12 horas. Essas 
lâminas foram, então, lavadas com tampão PBS e incubadas com 
anticorpo secundário biotinilado (Dako, CA, EUA) por 30 minutos. 
Finda essa etapa, as lâminas foram novamente lavadas com PBS e 
incubadas com estreptavidina conjugada à peroxidase (Dako, CA, EUA) 
durante 40 minutos. 
 Posteriormente às lavagens com PBS, as amostras foram 
submetidas à revelação colorimétrica, com a solução cromógena 3,3’-
diaminobenzidina (DAB), conforme recomendação do fabricante 
(Biocare Medical, CA, EUA). Após a revelação, foi realizada a 
contracoloração das lâminas com solução de hematoxilina de Harris, 
desidratação através de passagem das lâminas em concentrações 
crescentes de etanol, diafanização em xilol e montagem em meio de 













Figura 11- Método imuno-histoquímico estreptoavidina / biotina. 
   
Para o controle positivo, utilizou-se estômago de rato da 
linhagem Wistar e, para o controle negativo, realizou-se abolição do 
anticorpo primário nas reações. Foi considerado resultado positivo o 
aparecimento de células nucleadas, localizadas no epitélio glandular da 
mucosa do órgão, que expressavam o anticorpo de grelina traduzido pela 
coloração castanha do citoplasma. Também foi caracterizada a 
morfometria e a relação das células imunopositivas com o lúmen 
intestinal. 
As lâminas foram analisadas por dois patologistas 
simultaneamente em microscópio de dupla observação (Nikon, modelo 
Optiphot-2, Japão, número de série 139447), sendo consideradas células 
produtoras de grelina somente aquelas em que houve a identificação por 
ambos os observadores.  
Os cortes foram avaliados em toda a sua extensão (3 cm) 
utilizando-se um aumento de 400x. Contou-se e anotou-se o número 
absoluto de células que expressavam a grelina de cada lâmina 
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individualmente, e posteriormente foram transcritos os valores para uma 
tabela de resultados (Figura 12). 
 
Figura 12.  Células imunorreativas à grelina (setas) em lâminas fotografadas 
pela microscopia óptica com aumento de 400x. 
 
6. ANÁLISE ESTATÍSTICA 
Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão. Uma 
vez que os valores apresentaram uma distribuição normal em cada um 
dos grupos, por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov, a comparação 
das médias dos diferentes subgrupos foi realizada pela análise de 
variância (ANOVA) com correção de Bonferroni. O teste t pareado foi 
utilizado para comparação das médias do peso no início do 
acompanhamento e no momento da cirurgia dentro de cada subgrupo. O 
teste qui- quadrado (2) foi utilizado para avaliar a associação entre a 
presença de expressão imuno-histoquímica de grelina e o grupo de 
estudo. Também se utilizou o teste t de Student para comparação das 
médias de peso do animal e peso retal em relação à presença ou não de 




utilizando-se o software SPSS versão 17.0, e valores de P < 0,05 foram 





Variação do peso corporal nos diferentes grupos ao longo das 
semanas de estudo e peso médio final no dia da cirurgia nos 
diferentes subgrupos 
A evolução do peso corporal dos animais de cada subgrupo ao 
longo do experimento é demonstrada na Figura 13 (SGC1 e SGR1) e na 
Figura 14 (SGC2 e SGR2). Quando se comparou o peso médio ao final 
do acompanhamento (momento da cirurgia) com o peso inicial, foi 
observado um aumento significativo do peso corporal durante o período 




Figura 13- Evolução das médias de peso corporal (gramas) durante o período 
de dieta, desde o início do estudo até o dia da cirurgia nos subgrupos Cafeteria 1 
























Figura 14- Evolução das médias de peso corporal (gramas) durante o período 
de dieta, desde o início do estudo até o dia da cirurgia nos subgrupos Cafeteria 2 
e Ração 2 
A Tabela 1 exibe a média e o desvio padrão (DP) dos pesos de 
cada subgrupo no dia da cirurgia. Quando comparados quanto ao peso 
corporal final, os animais do subgrupo SGC2 apresentaram médias 
significativamente maiores do que aquelas observadas para o subgrupo 
SGC1 (P = 0,010), SGR1 (P = 0,003) e SGR2 (P = 0,001). Não foram 
observadas diferenças na comparação do peso corporal entre os demais 
grupos (P >0,05) (Figura 15). 
 
Tabela 1. Média e desvio padrão (DP) do peso corporal em gramas no 
dia da cirurgia para os diferentes subgrupos: Cafeteria 1 (SGC1), Ração 
1 (SGR1), Cafeteria 2 (SGC2) e Ração 2 (SGR2) 
Subgrupos SGC1 SGR1 SGC2 SGR2 
Peso final 
(g)* 
349,50  339,83  411,33  327,33  
DP* ± 24,40 ± 22,44 ± 31,61 ± 36,84 

























Figura 15-  Média de peso corporal em gramas no dia da cirurgia em todos os 
subgrupos. * P = 0,010 na comparação SGC2 x SGC1, **P = 0,003 na 
comparação SGC2 x SGR1 e ***P < 0,001 na comparação SGC2 x SGR2 
A variação média de ganho de peso corporal em gramas foi maior 
nos subgrupos Cafeteria 2 e Ração 2, como demonstrado na Tabela 2, 
porém não houve diferença estatística quando se compararam os 
diferentes subgrupos (P = 0,264) (Figura 16). 
Tabela 2. Variação do ganho de peso corporal em gramas (do início da 
dieta ao dia da cirurgia) e desvio padrão (DP) dos diferentes subgrupos: 
Cafeteria 1 (SGC1), Ração 1 (SGR1), Cafeteria 2 (SGC2) e Ração 2 
(SGR2) 
Subgrupos SGC1 SGR1 SGC2 SGR2 
Ganho peso 
(g)* 
91,17  67,33  154,17  101,00  
DP* ± 31,31 ± 22,38 ± 49,45 ± 38,80 









Figura 16- Variação média do ganho de peso corporal em gramas (do início da 
dieta ao dia da cirurgia) em todos os subgrupos (P = 0,264) 
 
Peso retal médio aferido no dia do sacrifício nos diferentes 
subgrupos 
A média do peso retal em gramas dos subgrupos é demonstrada 
na Tabela 3. Quando comparados quanto ao peso retal, os animais do 
subgrupo SGC1 apresentaram médias significativamente menores do 
que aquelas observadas para o subgrupo SGR1 (P = 0,007) e SGR2 (P = 
0,001). De forma semelhante, menor peso retal médio foi observado nos 
animais do subgrupo SGC2 quando comparados aos do SGR1 (P = 
0,008) e SGR2 (P = 0,002).  Não foram observadas diferenças na 
comparação do peso retal entre os subgrupos SGC1 e SGC2, e entre os 




Tabela 3. Média e desvio padrão (DP) do peso retal em gramas dos 
diferentes subgrupos: Cafeteria 1 (SGC1), Ração 1 (SGR1), Cafeteria 2 
(SGC2) e Ração 2 (SGR2) 
Subgrupos SGC1 SGR1 SGC2 SGR2 
Peso retal 
(g)* 
0,28  0,37  0,28  0,39  
DP* ± 0,05 ± 0,04 ± 0,02 ± 0,02 
* Média ± Desvio Padrão 
 
 
Figura 17. Média do peso retal em gramas (média ± desvio padrão) em todos os 
subgrupos. Diferenças estatisticamente significantes nas comparações entre os 
seguintes subgrupos: SGC1 x SGR1 *P=0,007, SGC1 x SGR2 **P = 0,001, 











Morfologia das células retais imunorreativas à grelina nos 
subgrupos estudados 
Todas as células identificadas que expressaram o anticorpo de 
grelina (coloração acastanhada) foram do tipo “fechado” em todos os 
subgrupos analisados, não sendo encontrada nenhuma célula do tipo 
“aberto”. 
Número de células retais imunorreativas à grelina nos subgrupos 
estudados 
Detalhes sobre a média do número de células retais com 
expressão de grelina são mostrados na Tabela 4. De uma forma geral, a 
expressão de grelina foi semelhante, e não foram observadas diferenças 
na comparação entre os subgrupos (P = 0,685). 
 
Tabela 4. Média do número de células retais imunorreativas à grelina e 
desvio padrão (DP) dos diferentes subgrupos: Cafeteria 1 (SGC1), 
Ração 1 (SGR1), Cafeteria 2 (SGC2) e Ração 2 (SGR2) 
Subgrupos SGC1 SGR1 SGC2 SGR2 
Nº células* 1,67  1,17  0,83  1,00  
DP* ± 1,03 ± 1,16 ± 1,16 ± 1,54 
* Média ± Desvio Padrão / P = 0,685 
 
Quando os subgrupos foram comparados com a relação à 
presença ou não de expressão da grelina retal, não foram observadas 
diferenças estatisticamente significativas (P = 0,330). De forma 
semelhante, o peso corporal do animal no momento da cirurgia e o peso 
retal foram semelhantes quando aqueles com expressão de grelina foram 







Tabela 5. Média e desvio padrão (DP) do peso do animal na 
cirurgia e do peso retal em gramas comparados à expressão ou não 
de células de grelina 
Expressão 
Células Grelina 
Sim Não P 
Peso animal (g)* 356,93 ± 27,10 357,10 ± 60,40 0,993 
Peso retal (g)* 0,32 ± 0,08 0,35 ± 0,04 0,230 

































Ainda que seja um grupo de doenças com características em 
comum, o processo de carcinogênese dos diferentes tipos de neoplasias 
parece ser multifatorial. Na atualidade, especificamente em relação ao 
câncer colônico e retal, os hábitos alimentares e o ganho de peso 
(obesidade) secundário a eles são apontados como um dos principais 
fatores contribuintes para o aumento da incidência mundial dessa 
afecção(24). 
Com a descoberta do hormônio orexígeno grelina em 1999(25), 
abriu-se um novo campo de pesquisas em diversas áreas devido a suas 
inúmeras funções e efeitos. Entre esses efeitos, destaca-se um potencial 
envolvimento no processo de oncogênese, com evidências da 
participação desse hormônio na promoção e no desenvolvimento de 
alguns tipos de tumores, inclusive os colorretais(28). 
O presente estudo teve como objetivo avaliar se a dieta de 
cafeteria (indutora de obesidade) exerce influência na expressão imuno-
histoquímica das células de grelina no reto de cobaias, na tentativa de 
identificar uma conexão entre esse fator e um possível aumento 
hormonal local. Uma eventual associação entre a dieta e a 
imunoexpressão de grelina retal poderia fundamentar pesquisas 
subsequentes com o intuito de relacionar o aparecimento do câncer de 
reto à expressão dessa substância, visto que, atualmente, existem poucas 
pesquisas focando essa questão, e as publicações existentes demonstram 
resultados conflitantes. 
Após o término dos programas alimentares, as médias de peso 
corporal no dia da cirurgia foram significativamente maiores em todos 
os subgrupos (P = 0,001) quando comparadas às médias de peso inicial. 
Já na comparação do peso final entre os subgrupos, apenas o SGC2 
apresentou peso significativamente maior quando comparado aos 
subgrupos SGR1 (P = 0,003), SGC1 (P = 0,010) e SGR2 (P = 0,001).  
Recentemente, Sampey et al. compararam alterações metabólicas 
como resistência periférica a insulina, hiperglicemia, esteatose hepática, 
ganho de peso, inflamação, aumento do tecido adiposo marrom e branco 
em ratos Wistar machos submetidos durante 15 semanas a diferentes 




aspectos a dieta de cafeteria mostrou-se o método mais eficaz na 
reprodução da síndrome metabólica humana e nas tendências da 
obesidade moderna quando comparada às outras. Foi demonstrado 
também que ratos alimentados com dieta de cafeteria por um período de 
2 semanas já apresentam aumento significativo do peso corporal, dos 
níveis lipídios séricos e, principalmente, da adiposidade visceral quando 
comparados a ratos alimentados com dieta standart pelo mesmo 
período, devido principalmente ao aumento da expressão de fatores 
adipogênicos de transcrição, em especial dos receptores proliferadores 
ativados dos peroxisomas como o PPAR - 2(121).   
Alterações no peso corporal e nos níveis séricos de grelina 
acetilada, entre outros, também foram significativamente maiores em 
ratos submetidos a regime de dieta de cafeteria durante 5 semanas 
quando comparados a controles(117), reforçando a hipótese de que 
períodos curtos sob o regime de cafeteria já são capazes de simular 
estados semelhantes aos de humanos obesos que desenvolvem 
neoplasias retais. 
Contraditoriamente, dois estudos atuais envolvendo ratos Wistar 
necessitaram de um programa com 12 semanas de dieta de cafeteria para 
alcançar diferença significativa na comparação do índice de massa 
corporal entre os subgrupos (P < 0,01), aventando a hipótese de que seja 
necessário um maior espaço de tempo para o ganho ponderal ser 
significativo nesses animais(69, 126). 
Com base nos dados conflitantes acima citados, adotamos em 
nosso estudo dois períodos sob o regime de dieta de cafeteria para 
comparação, SGC1 (30 dias) e SGC2 (60 dias). Acreditamos serem 
períodos bastantes para que já ocorram alterações metabólicas locais e 
sistêmicas suficientes para simular os estados inflamatórios, lipídicos e 
hormonais (grelina) que encontramos em pacientes humanos obesos e 
portadores de neoplasias retais. 
Em nosso estudo, a ausência de diferença estatisticamente 
significante entre o peso final nos subgrupos expostos a 30 dias de dieta 
(SGC1 e SGR1) pode ser explicada principalmente pelo período de 
alimentação, que talvez não tenha sido suficiente para proporcionar uma 
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diferença maior no ganho de peso, apesar do maior aporte calórico 
oferecido ao SGC1, contrariando parte da literatura estudada.  
Certamente, a principal comparação deva ser feita entre os 
subgrupos de mesma idade e tempo de dieta para evitar possíveis vieses 
comparativos, ou seja, SGC1 x SGR1 e SGC2 x SGR2. Em relação aos 
subgrupos com 30 dias de dieta, mesmo não havendo diferença 
estatística no peso final, acreditamos que as alterações metabólicas 
estejam presentes no SGC1, como demonstra a literatura estudada, 
porém não podemos afirmar isso categoricamente, pois não houve 
mudança significante no peso corporal entre eles, o que seria um dos 
fatores que se alteram sob este tipo de regime. 
Já entre os subgrupos submetidos a 60 dias de dieta, podemos 
levar em consideração o ganho de peso e as possíveis alterações na 
expressão imuno-histoquímica da grelina para comparação entre eles, 
pois, se houve acúmulo de tecido adiposo (aumento de peso), 
provavelmente as alterações esperadas em nível tecidual citadas 
anteriormente também ocorreram. 
A variação de peso corporal por si só poderia ser uma variável 
importante, porém, apesar de ter sido maior nos animais submetidos a 
60 dias de dieta, ela não teve significância estatística quando 
comparados os diferentes subgrupos (P = 0,264). 
Outro dado avaliado foi a média do peso retal de cada subgrupo e 
nesse aspecto os resultados não foram semelhantes aos da literatura, pois 
os subgrupos alimentados com ração obtiveram médias de peso maiores 
em relação àqueles alimentados com dieta de cafeteria em ambos os 
períodos. Já foram constatadas diferenças na resposta fisiológica e de 
ganho de peso em diferentes órgãos como fígado, pulmões, baço, rins, 
suprarrenais e testículos em ratos alimentados com aportes proteicos 
(caseína) distintos durante 21 dias, mostrando, inclusive, diminuição da 
razão do peso do órgão em relação ao peso corporal total no caso do 
baço(127).  Até o presente momento não há relatos na literatura 
associando a dieta de cafeteria e a medição do peso retal 
especificamente. Uma única publicação que relaciona essa dieta e a 
alteração do peso tecidual demonstrou que ratos alimentados sob esse 




marrom interescapular aumentados em quatro e duas vezes 
respectivamente, quando comparados aos controles(128). Por outro 
lado, já está estabelecido e demonstrado em humanos e ratos que o 
tecido muscular possui alta densidade e participa com um maior 
percentual na soma do peso corporal total quando comparado a tecidos 
com baixa atividade metabólica, como é o caso do tecido adiposo(129-
130). Essa diferença é potencializada em estados em que há pouco 
consumo energético (obesidade) e em que ocorre a substituição da 
massa muscular pela gordura, motivo este que acreditamos ser o 
responsável pelo maior peso retal nos ratos alimentados com ração, já 
que todos os segmentos retais foram amputados pelo mesmo 
pesquisador e seguindo a mesma padronização técnica. 
Esse aumento de tecido adiposo que gera maior produção de 
adipocinas localmente pode explicar os achados de Waseem et al., que 
observaram maior expressão de grelina e seus receptores 
(principalmente os do tipo GHS-R 1b) em amostras de tecido neoplásico 
colorretal de pacientes com sobrepeso e obesos quando comparados a 
tecidos colorretais normais,  sugerindo uma participação dessa 
substância no eixo do desenvolvimento desse tipo de neoplasia(28), o 
que deve ser objeto de estudo em pesquisas futuras. 
As células endócrinas gastrointestinais consistem em dois tipos 
básicos: as do tipo “fechado”, sem conexão com o lúmen intestinal; e as 
do tipo “aberto”, em contato com o lúmen. Em nossa análise imuno-
histoquímica todas as células imunorreativas à grelina encontradas no 
reto foram do tipo “fechado”. Já foi confirmado por métodos imuno-
histoquímicos a presença de células de grelina em todo o trato 
gastrointestinal, sendo o estômago o local com maior densidade dessas 
células. Nele elas são menores e arredondadas, e nos demais segmentos 
elas têm forma triangular e são mais alongadas, porém sem diferenças 
imunorreativas(65-66). É sabido também que a porcentagem de células 
“fechadas” vai diminuindo à medida que se progride distalmente em 
direção ao cólon, onde predominam, então, as do tipo “aberto”. Uma 
análise morfométrica nesse mesmo estudo revelou uma densidade 
(células/mm
2
) de 10 a 100 vezes maior no corpo gástrico em relação ao 
trato gastrointestinal baixo(65). Sakata et al. demonstraram essa 
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mudança após avaliação imuno-histoquímica seriada do estômago, 
duodeno, íleo, ceco e cólon de ratos Wistar,  porém não realizou naquela 
oportunidade avaliação retal(65).  
O método imuno-histoquímico utilizado neste estudo foi o do 
complexo avidina-biotina-peroxidase, que é o mesmo dos trabalhos já 
publicados. Com ele apenas a forma acetilada da grelina é avaliada, 
determinando-se somente a distribuição da grelina ativa nos tecidos. 
Apesar de Sakata et al. terem demonstrado em seu estudo que 60% das 
células imunorreativas à grelina no íleo e cólon sejam do tipo “aberto”, 
nem eles,  nem qualquer outro estudo na literatura até o momento 
avaliou esse aspecto no reto. Portanto, foi a primeira vez que se 
demonstrou por imunohistoquímica, aqui, não haver esse tipo 
morfológico no segmento retal. 
Já foram definidos pela literatura os fatores que influem na 
estimulação e na inibição da produção de grelina pelos diversos tecidos 
periféricos e centrais. Entre eles, a alimentação e a fome são os 
principais. Estados de jejum absoluto promovem aumento de 
concentrações plasmáticas de grelina, enquanto seus níveis caem logo 
após a alimentação. Também há diferenças nos níveis basais de grelina 
quando comparados indivíduos magros e obesos, sendo esses níveis 
menores nos últimos(53, 59-60).  
A expressão imuno-histoquímica tissular de grelina em alguns 
órgãos de ratos Wistar também é influenciada pelo estado metabólico e 
pela dieta, como demonstraram Sahin et al. em dois recentes estudos 
experimentais(69, 126). Neles os animais foram randomizados em dois 
grupos com diferentes tipos de dieta (cafeteria e ração) e, ao término de 
12 semanas, vários órgãos como estômago, rins, pulmões, traqueia, 
baço, cérebro, coração, intestinos, entre outros, foram submetidos a 
análise imuno-histoquímica e de radioimunoensaio. Na grande maioria 
das comparações, houve diminuição na concentração e expressão da 
grelina no grupo alimentado com dieta indutora de obesidade, porém 
com significância especificamente no esôfago, duodeno, jejuno, 





Em nosso estudo, a imunoexpressão de grelina retal nos 
diferentes subgrupos foi baixa, como esperado e de acordo com a 
literatura, e não apresentou diferença estatística quando comparada à 
média do número de células imunorreatoras (P = 0,685), nem a ausência 
ou presença de expressão de grelina (P = 0,330). A média de peso do 
animal na cirurgia e o peso retal também não apresentaram significância 
estatística em relação à expressão ou não de grelina (P = 0,993 e P = 
0,230 respectivamente). Esses achados corroboram os publicados por 
Sahin et al., que também não encontraram diferenças significativas em 
relação ao cólon e ao reto. Talvez no reto o aumento ponderal e a dieta 
não exerçam tanta influência sobre o eixo de produção e expressão de 
grelina, sendo necessárias novas pesquisas específicas para determinar 
tal relação.  
Entre as diferenças metodológicas com o estudo de Sahin et al. 
destacamos: maior período de dieta utilizado por ele, o que 
provavelmente influenciou, mas não foi determinante nos resultados 
imuno-histoquímicos, e apenas teve repercussão no ganho de peso 
corporal, pois no presente estudo houve diferença significante apenas 
entre os subgrupos SGR1 e SGC2; número de animais alocados, que em 
nossa pesquisa foi duas vezes maior (n=24) contra 12 ratos do trabalho 
de Sahin et al., de forma a ter alcançado, em nossa visão, uma 
representatividade mais forte; e, por fim, a forma empregada na 
contagem ou mensuração da expressão imuno-histoquímca de grelina, 
que foi feita por meio de intensidade de expressão e dividida em graus 
de 0 a +3 por Sahin et al., o que proporcionou em nossa opinião, 
resultados de caráter subjetivo e examinador-dependente, 
diferentemente da forma utilizada em nosso estudo, em que, além da 
identificação e classificação em expressão ou não- expressão, utilizou-se 
a contagem total do número de células imunorreatoras com as 
respectivas médias entre os subgrupos, fator este que, em nossa opinião, 
proporciona melhor confiabilidade e reprodutibilidade para fins de 
análise estatística em comparações futuras. Além das questões 
metodológicas citadas, é provável que a baixa expressão de grelina retal 
encontrada em ambos os estudos, tenha dificultado a observação de 
associações com a dieta e o peso dos animais. 
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Pesquisas recentes em humanos revelam que tecidos neoplásicos 
colorretais expressam a grelina e seus receptores com maior intensidade 
quando comparados a tecidos colorretais sadios, sendo associados à 
maior progressão tumoral(28). Contraditoriamente, pacientes caquéticos 
portadores de câncer gástrico ou colorretal têm níveis plasmáticos desse 
hormônio diminuídos(102). Além disso, existem poucos trabalhos 
publicados que avaliam o papel da dieta indutora de obesidade sobre o 
eixo de produção da grelina nesses órgãos, o que, acreditamos, se tratar 
de um possível elo para explicar o desenvolvimento dos tumores. 
Entre as limitações desta pesquisa, podemos citar como 
principais: a não utilização do índice de massa corporal (IMC) como 
variável de comparação entre os subgrupos, que é calculado pela 
medição da altura da ponta do nariz até o ânus em centímetros e pelo 
peso em gramas onde se divide o peso pela altura ao quadrado e obtém-
se o valor de IMC em g/cm
2
, apesar de existir uma variação na literatura 
quanto às unidades utilizadas para esse cálculo, o que poderia facilitar a 
discussão com os estudos já publicados, além de se adequar a conceitos 
de obesidade e sobrepeso já utilizados em humanos; e a falta de análise 
plasmática da grelina e de perfis lipídicos, que serviriam como 
parâmetros e elementos comprobatórios das alterações metabólicas 
sistêmicas induzidas pela dieta. Ainda assim, o caráter inédito do estudo 
em relação ao tempo de dieta, idade dos animais e análise morfológica 
celular retal pode servir como ponto de partida para futuras pesquisas 

















































VI. CONCLUSÕES  
 
 A dieta de cafeteria não influenciou no número de células retais 
imunorreativas à grelina na comparação com o grupo controle. 
 
 
 Não houve diferença no número de células retais 
imunorreativas à grelina quando comparados os períodos de 
dieta (30 e 60 dias). 
 
 
 A morfologia das células retais imunorreativas à grelina 
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